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Resumen
Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx,  es un hongo patógeno de las especies del género Hevea sp.  que causa la enfermedad conocida 
como el Mal Suramericano de la Hoja,  la cual limita la producción del caucho natural en América. Esta investigación tuvo como 
objetivo la estandarización de un protocolo de aislamiento, cultivo y esporulación  in vitro de M. ulei que fuera reproducible y que 
permitiera obtener suficiente cantidad de inóculo para la caracterización de dicho agente patógeno. La colecta se realizó en jardines 
clonales y viveros de caucho ubicados en los departamentos de Caquetá y Guaviare, en donde se identificaron plantas con lesiones 
causadas por el agente patógeno. Se colectaron foliolos en estadio B1 y B2 que fueron colocadas en bolsas de papel y llevadas al 
laboratorio a una temperatura de 4 °C para su aislamiento y cultivo en condiciones in vitro. Haciendo uso de cámara de flujo laminar 
y bajo estereoscopio se observaron las lesiones de las cuales se iban a realizar los aislamientos, estas lesiones debían estar 
esporuladas  y no presentar contaminaciones por otros microorganismos. Las conidias fueron colectadas con una aguja micológica 
y luego transferidas a un medio de cultivo PDA modificado. Posterior a los 10 días de cultivo se observaron colonias dispersas y de 
coloración beige, que después de 30 a 40 días de cultivo iniciaron el desarrollo de estromas. Para evaluar todos los estadios de 
desarrollo del hongo se indujo esporulación. 
© 2009 Universidad de la Amazonia. Todos los derechos reservados.
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Abstract
Microcyclus ulei (P. Henn.) V. Arx, is a pathogenic fungus of the species of genus Hevea sp. that causes a disease known as South 
American Leaf Blight, which limits the production of natural rubber in America. This study aimed to standardize a reproducible 
protocol for in vitro isolation, cultivation and sporulation of M. ulei, in order to obtain enough inoculum for the characterization of 
this pathogen. The collection was carried out in clonal gardens and nurseries of rubber located in the departments of Caqueta and 
Guaviare, where plants were identified with lesions caused by the pathogen. Leaflets in stage B1 and B2 were collected, placed in 
paper bags and carried to the laboratory where they were stored at a temperature of 4 °C for isolation and cultivation under in vitro 
conditions. Injured leaves of Hevea were observed using a stereoscope inside a flow chamber, in order to obtain samples for the 
isolation. Lesions should be sporulated and none contaminated by any other microorganism. Conidias were collected using a 
mycological needle and transferred to an amended cultivation media PDA. Ten days later, colonies were observed dispersed and 
beige colored, and 20 to 30 days after they began to develop stromas. Sporulation was induced in order to evaluate all stages of 
fungus development.
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Introducción alas cinco enfermedades más agresivas en plant s, 
l a nque lega a causar pérdidas en l  producció  hasta 
En América Central y del Sur la principal %  del 70 , incluso en clones que se han identificado 
limitante para el establecimiento de nuevos  como resistentes al hongo M. ulei. 
cultivos de caucho natural (Hevea sp.) la Esta enfermedad reviste importancia debido a 
u el o cconstit ye  hongo fitopatógen  Microcy lus ulei nque produce defoliacio es prematuras, reduce la 
que causa el Mal Suramericano de la Hoja (SALB c da tividad fotosintética de la planta, llegan o a 
en inglés). Esta es una enfermedad endémica de la ldisminuir la producción de átex entre un 20 % y 
dregión amazónica y está identifica a como una de 57  %, siendo esta la causa de las mayores perdidas 
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r D  p se d  a a l iM. u e  ipa a el productor. e igual forma la re ncia e est do namórfico de  que se caracter zan 
a i t d l M. ulei, a  or p se  or ón nr zas o var an es e  hongo h ce cada vez p  re ntar una intensidad de esp ulaci  e  
n e t co d a óg o  o p  ame os ef ctivo el con rol quími el p t en un rang com rendido entre 4 y 5 según la escal  
n r d d o q si  l t et al. 0 i ) fque causa la e fe me a , l ue oca ona a de Ma tos  (2 03) (F gura 2  esto con el in de 
l n a e  u s s destrucción de as pla t cion s ocasionado un colectar m estra con suficiente conidios para el 
i a , e cu e r  to e b r i . sser o problem  a nivel mundial  qu  reper t  en p oceso de aislamien  n la o ator o  La  
i u e e l cci e o ol  pérd das an al s d  15 a  20% de la produ ón mu stras fuer n transportadas en b sas de papel
óm , 8 a e  (G ez & López 2002  Compagnon 199 ). Kr f y a una temp ratura de 4 °C.
ulM. ei a u  eEl hongo se h  est diado d sde 
e ycomi nzos del siglo pasado  aunque se ha 
a o  con i o su or ol í ,avanz d en el ocim ent  de  m f og a  
t   com mdiversidad pa ogénica y porta iento en 
ca e b r i umpo, d bido a que es un hongo iot óf co, na 
d  l i i he as mayores l mitantes en la invest gación a 
si a i a  v rin it o,  a ordo l  d ficultad de su m nejo r zón p  
 d scon d  la cual  se e oce mucho e su fisiología y de 
a os vlos factores asoci d a la irulencia del patógeno 
s P  . D g a p d a(Bo & arlevliet 1995) e i ual form  la ér id  
t d d r o óde pa ogenici a , educción de la esp rulaci n y 
d d d l f óm q eviabili a  e  inocuo, son en enos ue s  
r n a e s óp ese t n n los hongo fitopat genos como M. 
ulei i e p s edeb do a la serie d  re iques suce ivos, si ndo 
e n  e p eestos fenóm nos comu es en ste ti o d  hongos 
(J et al. i s a   unqueira 1986). Esta nve tig ción se realizo
vo sl n os in vitro d  con el objeti de obtener ai amie t e
M. ulei s g ón a ó  proveniente de la re i  maz nica
omcol biana. 
 a i á i  cFigura 1. Loc lizac ón geogr f ca del Jardin Clonal y par ela dMeto ología
ac i o eclonal de observ ión del Inst tuto Amazónic  d  
e n ca – – od ic eInvestigacion s Cie tífi s SINCHI . M if ado d  Área de estudio gl  er 2  ec es  Goo eEarth. V sión 009. Europa T hnologi  Images
aTerr metrics.
a t  eLas colect s del ma erial vegetal d  caucho 
eH vea . onatural (  spp ) afectadas p r M. ulei  
SO  r irealizaron en el vivero de A HECA (G em o 
c r d l a  Iauche o) ubica o en a localid d de tarka 
( i u  n d  i CF g ra 1), Mu icipio e La Montañ ta ( aquetá, 
C  i d  u u eolombia) y en los v veros e ca cho bicados n 
e n o u a  el mu icipio El Ret rno (G avi re). En esta r gión 
t ilas condiciones climá icas prop as de la Amazonia 
 sa l d tcolombiana favorecen el de rro lo el pa ógeno, 
or u ep  lo q e es consid rada una zona de no escape al 
a a n a aM l Sur merica o de l  Hoj . 
Col c d ar f c  l ie ta el material foli  in e tado con M. u e  
A a ca  tr vés de la observación macroscópi  de los 
c l iM. u e e m l  síntomas ausados por  en l ateria  foliar
r r a l or a d  se muest ea on de form  a eat i  las plántulas e
 o n   caucho c lectando foliolos e  estadio B o C según
  l o en a o C o e sFigura 2: Fo i los est d  de cl nes d caucho colectado  l  et al. 9 con i oHal e  (1 78)  lesiones abax ales de tip  v t V ta L  oen vivero pro enien es la ereda I rka ( a M ntañita-
r d    uconidial (apa iencia afelpa a y acuosa de n color , d s   Caquetá Colombia), con lesiones conidia a  del el hongo 
 oca a a  F s c ad mverde cenizo) sion d s por u i l iu  heveae, ofit patógeno M. ulei.
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ve se m  s 0 ; r or n e  u i iUna z en el laboratorio,  procedió a to ar la 5  ml  poste i me t , con n ag tador de v drio 
r e  a semuest as de campo que fu ron colectadas y se  (flameado) se re lizó el macerado y  adicionó 
on e l   a u  o   e aalmacenar  en cajas de p tri las cua es contenían un  sol ción de cl ranfenicol a 50 ppm, n un  
t  a ci 1 e omun disco de papel fil ro húmedo (con agu  estilada propor ón de 0 ml por cada gramo d  estr a. 
u  r n a 5  d  e  estéril), luego f eron gua dadas e  el l boratorio a Luego se adiciona 0,  ml e sta suspensión de 
e t r C r d  °  b u rtemp ra u a de 24 y ajo l z ce cana a los 2 000 macerado a e lenmeyers de 125 ml con medio e
x e r or ón ( d d  h n e et al 4lu  durant  12  consta t s (Junqueira . 198 ) cultivo pa a esp ulaci  alre edor e 25 ml),
f ó p i a   r ó lo cual avoreci la roducción de conid os. después se tomo un r strillo (estéril) y se p ocedi
st i b sol  a p ci e  Después de e e periodo de ncu ación, se a esparcir la ución  por tod  la su erfi e d l
a  o st l l v  ac n alrealizó una observ ción baj e ereoscopio, a cua  medio de culti o. La incub ió se re izó 
t p  i i e o opermi ió com robar la presenc a de conid os n la empleand  un f toperíodo de 12 h luz 
a d e d l  superficie de l s lesiones. (emplean o una lámpara d  40 W e uz blanca 
e a , 3 n 2fluor scente) y 12 h oscurid d  a 2  ºC dura te 1 -
í15 d as (Sambugaro 2003).
t o oAislamiento, cul iv y esp rulación de M. ulei. 4 e ,Después de 30- 5 días de crecimi nto  se 
om o e l t e it ar n nu vamente os cul ivos stromát cos y 
a i m sePar  el a slamiento y creci iento de uM. lei  u j ( r l a i icon na agu a de punta curva esté i ) se tr nsf r ó 
r a r ap ep ra on medios de cultivo adaptando l s  d l f a e iuna porción e  estroma a un r sco d  vidr o 
e s d a  9m todología escrit s por Junqueira et al. (1 84) ( r l d  eesté i ) e aproximadament  10 lm . Luego se 
C & ( 0  p a e ey ardoso  Mattos 20 7) y ar  l medio d  f a p g ar gmentó el estroma em leando un a it dor de 
u p l  ac ltivo de es oru ación se ajust ron las vi y r r e adrio  se t ansfi i ron de nuevo con el sa a un 
e od st s am t ologías propue a por Gasp rotto et al. e r  5 o d  erlenm ye  de 12  ml c n medio e cultivo para 
. a  M(1997), Mattos et al  (1999) y C rdoso & attos l cu ci  r l gesporu ación. La in ba ón se ea izó si uiendo 
)(2007 . i o p d r or  el m sm  roce imiento del método ante i , con 
sl n o e n  El ai amie t del hongo M. ulei se  r alizó e  el ob o i elo que se tuvier n los a slamientos d  e .M. ul i  
os f í o laboratorio (in vitro), donde l ol olos de cauch
e l a o y dR su t d s  iscusiónu e o e eq e xhibier n las m jores lesiones fu ron  
o stexaminados  baj e ereoscopio y después de 
L ol co d eos folí os lectados e e eH v a spp. inf ctados r t t  verifica  que estaban aparen emen e libres de 
 o  con eM. ul i se caracterizaron p r presentars, uhongos contaminante  se procedió a usar ag jas 
on  l d  lesi es abaxiales con forma irregu ar y es a e i amicológica par  col ctar las con di s mediante 
a l e   ap riencia fe posa color verd -cenizo con unq e e d   orto ues l ves en la superfici  e la masa de esp as 
n e d  o nrango de i t nsida  de ataque que oscil e tre e 3 si a u l usobre la le ón par  q e a g nos conidios y 
 l h ( 7  u aa 4 con base en a escala de C ee 19 6) y n r ngo d  n d  jconidióforos se a hieran a la pu ta e la agu a 
n 3 -  ) con  n lde inte sidad de    6 (Figura 2 ,  base e  a s ot 9 ; t(Ga par to t ale  . 19 7)  luego se ransfirieron a 
i n aescala de nte sidad de esporulación de M ttos et c s r   iaja de pet i que contenían medio de cult vo para 
3al. (200 ). a o e  )islamient  (alred dor de 10 ml por caja  
m e r a a d  El aisla i nto di ecto  p rtir e las lesiones r l c  orea izando cinco piques por aja y p  duplicado. 
con a a m o d t rfoliares idi d s en edi  e cul ivo pa a Post u o e ieriormente, las cajas f er n d b damente 
sl n o o i   os o lai amie t  se logr deb do a que l f lio os a d s  a a  p ifl mea a y sell d s con pa el cr staflex y se 
le o le s  co ctados presentar n sione  con la fasen 0incubaro  a 23 °C a oscuridad total (Ziebell 2 00, 
a u  e ci tsex al d  l iM. u e ,  la cual fue sufi en e para m u 0Sa b garo 2 03).
r l a i t o ea izar un islam en o exitoso, coincidiend con  t e hDespués de ener l ongo aislado y en 
l p e ( 8  u no ex resado por Ch e & Holliday 19 6) q ie es e  d  oce acrecimi nto por 20 - 30 ías, se pr dió   
a a a  pfirm n que la cantid d de inoculo resente en las a l  a ytr nsferir e  micelio formado  un erlenme er de 
j u a oho as de ca cho en est d  B o C, en donde las u cu p125  q e contenía 20 mml l de medio de ltivo ara 
 n f  l e g n elesiones están e  ase conidia , s eneralme t  e m on cu d s  cr ci iento y fuer  in ba a a 23 °C y en 
f c n e  n i esu i ie t  para efectuar u  a slamiento ef ctivo. r l  oscuridad total.  Pa a a esporulación de M. ulei se
m  e d n a eTa bién se vi e cio la aparición de coloni s d  r e m l mp oc dió a to ar cu tivos en edio de 
v g s t n e tdi ersos a ente con ami antes qu  al eraron el n c ecrecimie to on 30-40 días de dad, y en 
r o  y i odesa roll  crecim ent  del hongo uM. lei. Con la ci s p d  condi one estériles se roce ió a tomar con 
a  i p r mrel ción  a la dif cultad ara obtene  aisla ientos a   vaayud  de una aguja de punta cur  una fracción 
i n a con diales de uM. lei co buen capacidad  d p  u nde estroma y se e osito en n tubo de e sayo de 
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s t , q i te  al. 1984) ir  ue a i e s a entes m ro i no fie porulan e Jun ue ra  (  af man q  l d v rso g ic b a s sapro tos 
as de xit d   l m n o ali do l is o n t . o b e e t  af aci s st a  é o e un ais a ie t re za e m m oportu is as C n ase n s as irm one  e 
c  ho , e %  80 %, x icar l dif d q  s s n o n s adía de la cole ta de las jas s de 70  a logra e pl a iculta ue e pre e t e  e t  
ie t  ué   í  ns rvando a v s i ac  ar e r s e o dem n ras que desp s de 15 d as co e l in e t g ión p a obt ne  ai lami nt s  M. 
estr  en n i o m ie l a eiul n v i c  uv  o   1mu a  co d ci nes a b nta es, l  . E  esta in est ga ión se obt o un t tal de 2 
f t ad c n e e  % 15 M. ei%;  e os de ul  prove n e  e l re ie ec ivid des ie d  ntre un 10 y por tal aislami nt   nie t s d  a g ón 
, la s m e óge n  e t i  az nrazón ie bra d l pat no e  este s ud o fue am ó ica. 
al a t  12  4 h e pué  d  e a, D s ajus ar  pro ais ie tre izad en re y 2  d s s e la col ct e pués de t el ceso de lam n o, al 
can o c s o m im l é i n  e 12 d as s  l aparic  bus d  on e t ax izar e x to e  el cabo d  í  e observó a ión de 
 de ais n n d ue q ñ  c ias e as y de oraci beproceso lamie to, obte ien o q  los pe ue as olon  disp rs   col ón ige 
i i e n r i os as s e  F g 3A   s 10 í de s s  rncon d os r cié  et rad  de l  le ion s ( i ura ) las cuale ,  d as spué  e to aron 
s  pre e ar ayor v iabil ad y ác   om t cas F gu a 3B , ci ie de poruladas s nt on m ar id gris eas y estr á i  ( i r ) coin d n o 
e nt in . e J ra  et alet  s re ult o e G t  . (m nos co am antes Igualm nte, unquei con lo  s ad s d  asparot o  1997), 
al. 9 ) ma a u b enc u s a eg e 1 ía  d (1 84 nifiest n q e la o t ión en q iene firman que lu o d 2 d s e 
orio d l in  a as cubaci s  pue obs rv cl n elaborat e óculo primario de l f e in ón e de e ar arame t  la 
am ca e M. l F he eiu ei . veae  s uno l  mi ón e as  asan órfi d  ( ) ha ido  de os ger naci  d  la f e exual de M. ul . 
act s ue  li o las v s igaci s  D s e u r e as  cr mi tf ore  q  han mitad  in e t one  del e pués d  c at o s man  de eci en o se 
al u ame can l oj cauch d  n r de as s rom ica os  ym s r ri o de a h a de o, ado que e cont ó ns  masas e t át curas  
s s ie o t n  re  n rápida pact , cre mi t muy l t s  elo  ai lam ntos b e idos suf n u a com as con ci en o en o obre l 
rd d i d  lo idios pos e dio cul v ( i ura L e ospé i a de v abilidad e s con  y e n me de ti o F g 3C). os aislami nt  
a al s ce ibil d con am ión  e ad  e dio d  cr m ntun ta us pt ida a la t inac  por con d  de 30 - 45 días n me e eci ie o 
Figura 3. Características macroscópicas de M. ulei observado en estereoscopio. A. Colonias filamentosas de 12 días de edad. B. 
Crecimiento estromático a los 22 días de edad. C. Masa estromática de 35 días de edad. D. Colonia altamente conidiada al cabo de 15 
días de edad en medio para esporulación. 
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u  r i e i  on ci ef eron t ansfer dos a m d o de cultivo para C  esta investiga ón se d terminó que los 
or ón r a     e i e l vo r i eesp ulaci  desa roll ndo en 15 a 20 días una m d os d  cu ti pa a el a slamiento, crecimi nto 
a l e  r a n s aap riencia igeramente at rciopelada, con una y espo ul ció  son más favorable  par  
or b i n r m h e M  l icol ación marrón r lla te (Figu a 3D), la cual es creci iento del ongo fitopatóg no . u e , dado 
s a o s a m n e uent a  e mcaracterí tica de l s col nia  lta e te que en ellos nc r los r queri ientos 
H i  0 e t m su r o.conidiadas. oll day (197 ) r la ó un au ento en nutricionales para  desa roll
r ó i eM. ul i la p oducci n de conid os de  después de 
g mA radeci ientosd e z l vos con m  dirra iación d  lu  a los cu ti  ás de 14 ías 
e o nmi d i td  edad por 30 40  iar os, con una longi ud 
a n e a cLos autores gradecen sincerame t  l proye to i l   t t ede onda próx ma a la uz al ul raviole a, s decir 
a e or y  eCar ct rización M fológica  Molecular d l  mn   d i i u300 - 365 . Por otro la o, Chee (1978) sug r ó na 
g lMicrocyclus u ei C a  Hon o aus nte del Mald  í  a e   hora e luz al d a par  aum ntar la producción de 
n d    l vo Suramerica o e la Hoja en el Cu ti del Caucho con nidios, mientras que Schrader (1980) sostie e 
v a ,He e brasiliensis  C ve  I -( ) on nio 035/04 ICA MADR q l cu M. ulei due os ltivos de con 14 a 16 días e edad 
o r 1 ó e :y c nt ato 0 8/04 IICA-Uni n T mporal  Instituto a i r ónumentan signif cativamente la p oducci  de 
a n e o s eAm zó ico d  Investigaci ne  Ci ntíficas os, a i nconidi  cu ndo son luminadas por u o o dos 
H  i e n íaSINC I - Inst tuto d  Biotec olog  de la  h u d n ldías con ciclos de 0,5 de l z e u a ámpara 
N e .Universidad acional d  Colombiaor e 4   os , eflu escente d  0W a interval de 1 5 horas d  
d d i  e at l. f r noscuri a . L eberei (1983) a i ma  que los 
L r t aite a ur  citadai nM. ulei x s  mi za slamientos de  e pue tos a 90  de lu  
a s u n r  di riamente por uno a dos día a menta e t e 13 y 
  . r i  Bos, L. &. J. E  Pa levl et. 1995. Concepts and terminology on i st24 veces la producción de con dios. En e e trabajo 
t l i a dplan /pest re at onships: Tow r  Consensus in Plant o  l s cultivos fueron iluminados 90 min  a  p o i . pPathology nd Cro  Pr tect on. Annu. Rev  Phyto athol. 
n e o sdiariame t , con lo que se obtuv  bueno  9 133:26 - 02. 
o , & s 0  Card so  S.  C. R. R. Matto . 20 7. Modo operatório para s e e ” o oai lami ntos “esporulant s , corrob rando l  
r ã  a ic cprepa aç o do meio de cultura par  M rocy lus ulei.  L  et al. os afirmado por ieberei  (1983). Algun
Pr a e e  ograma de melhor m nto g nético de clones dee e a os in vitro oaislami ntos r aliz d en cultivo  n  s gu a es enc   Microcyclus ulei. jerin eir  com r ist ia ao fungo Pro eto 
r c lpresentaron ge mina ión, posib emente por C i d hel n . T i o  MB (C ra -Mic i -Brasil)  Documento écn c  D3.
K  Ho . n a  a eChee, . H. & lliday. 1986  P. E fermed d sur mericana d  o s s s en l sfact re  físico  y químico , tre el o  pH, 
h c Hevea n t  la hoja del ule ( aucho) . I s ituto para lae u n , ú Mtemp ratura y l mi osidad que  seg n attos  et 
c ó a  a , . Investiga i n y Des rrollo del Hule de Mal sia  MRRDBal. 2  s i i a( 003), son factore pr mord ales  la hora de r a 1 a o  c a  Monog afí  3. Present d  en la serie técni a n° 37 Av nces de
r u u e o ihace  n est dio n medi art ficial de este hongo. s c c hla inve tiga ión en auc o natural  CO 9. NIF. 19 7. Bogotá.
u mer f i H e  Chee, K. H. 1976. So th A ican Iea  bl ght of ev af g p  tDe igual orma jue a un pa el importante el ipo 
a ilie y sbr s nsis: s i erpore d sp sal of Microc clu  ulei. Annals of t p  a l n o,de medio de cul ivo em leado par  el asi amie t  
 1 . Applied Biology, 84(2): 47-152 e u i o,  lcrecimiento y spor lac ón del hong  en os . . h A i f eChee, K. H 1978 Sout  merican Leaf Bl ght o  H vea 
cu s e aales e ncuentr n los requerimientos is a . .brasiliens r  r u l .: Cultu e of Mic ocycl s u ei  Tr ns  Br  Mycol. Soc. 
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